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摘 要 
阿尔兹海默氏病（Alzheimer’s disease, AD 病）的主要病因之一是病人大脑









稳定性的影响，建立了研究 Aβ肽与金属离子相互作用的 ESI-MS 分析方法。 




肽的能力稍强；研究 Aβ(10-21)肽与 Cu2+、Zn2+、Fe2+的相互作用，结果表明 Cu2+
与 Aβ(10-21)肽的结合能力最强；运用多级质质谱(ESI-MSn)，分析不同碰撞电压




属离子的结合具有不同的抑制作用： Glu、Asp、Leu、Tyr 和 Thr 这六种氨基酸


















-  -  - II  
Abstract 
A major hallmark of Alzheimer’s disease is the senile plaques in cerebral cortex 
and hippocampus, mainly composed of the abnormal accumulation of amyloid-β (Aβ) 
peptides. Aβ peptides accumulate in AD, which leads to neuronal excitotoxicity and 
cell death that in turn cause cognitive decline and subsequent dementia. Aβ 
accumulation is very complicated, which is modulated by microenvironment factors 
that include pH, Aβ length and concentration, ionic strength, temperature and metal 
ions. Electrospray ionization spectrometry (ESI-MS) has advantages in analysis of 
non-covalent complexes for higher sensitivity, better selectivity and more reliable 
results. In this study, we used ESI-MS as an approach to investigate the interactions of 
metal ions and Aβ peptides, on the basis of the above experimental results, pay more 
attention to the effect of free amino acids on the combination between Aβ peptides 
and metal ions. 
The experimental conditions that include apparatus conditions (such as capillary 
voltage and dry gas temperature), pH and concentration were discussed systematically. 
We investigated the effect of the experimental conditions on the formation and 
stability of non-covalent complexes. An ESI-MS analysis method was established to 
study the interactions of metal ions and Aβ peptides.  
We used Aβ (10-21) peptide and Aβ (25-35) peptide as the model peptides of Aβ 
(1-42) peptide, to contrast the binding capacity between the two peptide and metal 
ions in two different ways. Because Aβ (10-21) peptide has higher binding capacity 
than Aβ (25-35) peptide with metal ions, we investigated the binding capacity of Aβ 
(10-21) peptide and copper ions, the binding capacity of Aβ (10-21) peptide and zinc 
ions as well as the binding capacity of Aβ (10-21) peptide and iron ions, and found 
that copper ions has the highest binding capacity, zinc ions has a higher binding 
capacity than iron ions.The primary metal binding sites were identified by contrasting 
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Aβ (10-21) peptide was used as as a model peptide to investigat the effect of free 
amino acids on the combination between Aβ peptides and metal ions. Our results 
showed that sixteen amino acids had different effects because of their different side 
chain polarity and coordination ability. Asp, Glu, Leu, Tyr, and Thr can obviously 
inhibit the combination between Aβ (10-21) peptide and both copper ions and zinc 
ions. His cannot effect the combination between Aβ (10-21) peptide and zinc ions, but 
obviously inhibit the combination between Aβ (10-21) peptide and copper ions. 
Others cannot effect the combination between Aβ (10-21) peptide and either zinc ions 
or copper ions. Therefore, we take into consideration that free amino acids may be a 
new kind of microenvironment factor related with abnormal accumulation of Aβ 
peptides. 
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第一章  绪论 











人，其中 66%来自发展中国家。 中国 60 岁以上人群的数量正在上升，已超过总
人口的 10%，上海已达到区域总人口的 17%，北京已达到 14%，某些地区如北
京西城区已达到 20%，中国人口老龄化正在迅速增长，60 岁以上人群的增长率





AD 病是世界第三大花费的疾病，在美国，治疗 AD 病所需的社会费用已达
到一千亿美金，并且随着患者认知能力的下降，看护费用将显著增长，在老年疾
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1.1.2  AD 病的病因研究 
1907 年德国医生阿尔茨海默（Alois Alzheimer）首先报道了 1 例 51 岁发病
的女性患者，表现为进行性痴呆和妄想，发病 4 年多后死亡，检查发现其脑部全
面萎缩，在大脑皮质出现老年脑斑和神经原纤维缠结等病理特征。该老年脑斑对
脑细胞具有神经毒性，其主要成分为纤维化 β-淀粉样肽(Amyloid-β Peptide,    
Aβ) [4,5]。 
1. Aβ肽的形成及其纤维化 
Aβ 肽主要包括 Aβ(1-40)和 Aβ(1-42)两种分子，由 39-43 个氨基酸组成。
APP(Amyloid Precursor Protein，淀粉样前体蛋白)是一种含有 695-770 个氨基酸
残基的跨膜蛋白，由定位于 21 号染色体长臂上的基因编码而成。正常情况下 APP
主要是由α-分泌酶和γ-分泌酶共同切割，产生非致病性的片段 P3，不会形成 Aβ
肽。而当编码 APP 的基因发生突变或其它原因导致β-分泌酶活性异常增高时，
APP 则容易被β-分泌酶与γ-分泌酶共同切割产生 Aβ 肽，其 Aβ 肽分泌量可高于
正常人 4~10 倍，Aβ 肽的疏水性很强，在水中的溶解度较低，容易聚集，Aβ 肽
结构中的疏水区域在调节 Aβ肽纤维形成的过程中起着重要的作用，由于疏水氨
基酸主要位于羧基端，所以羧基端的长度决定其溶解度的高低，并影响 Aβ肽聚
集成纤维的速度[6]。生理条件下 Aβ 肽的二级结构主要为不规则卷曲(random 
coil)，其疏水羧基末端隐藏在内侧，而以α-螺旋为主的亲水氨基末端暴露在外侧，
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Aβ 肽的毒性，纤维化和沉积是 AD 病发生和发展的一个主要因素，减轻脑








AD 病患者大脑皮层老年斑中金属离子高度富集[9]，Cu2+达 25.0 μg/g、Zn2+
达 69.0 μg/g、Fe2+达 52.5 μg/g, 是非老年脑斑区域金属离子浓度的 1~1.5 倍[10]。
研究表明，Aβ肽并不是自发的聚集，而是与脑中的过量金属离子(如 Cu2+，Fe2+，
Zn2+)发生了一种年龄依赖性的作用，使 Aβ肽沉淀为富含金属离子的斑块[11]。近
年来人们运用多种方法，如 EPR、NMR、Raman 光谱、CD 谱、ESI-MS 等技术，
对金属离子，特别是 Zn2+、Cu2+和 Aβ肽的相互作用进行了深入研究。体外实验
表明，过渡金属离子 Cu2+、Zn2+都可以诱导 Aβ 肽的聚集，即使 Aβ肽之间只结
合一个 Cu2+或 Zn2+，都可以导致 Aβ多肽的聚集[12~14]，故过渡金属离子是一种高
效的 Aβ肽交联沉淀剂。 
微环境 pH 值对 Aβ肽聚集的影响 
Aβ 肽单体在水溶液中以 α-螺旋，随机螺旋和 β-折叠三种形式存在，而 Aβ
肽的纤维化及聚集均离不开 β-折叠结构的形成[15]。Matsunaga 等[16]研究表明，在
偏酸性条件下 Aβ肽的 β-折叠结构最易形成，在该条件下聚集也最明显。金属离
子诱导 Aβ肽的聚集也具有一定的 pH 依赖性。Atwood 等人[17]通过凝胶层析法观



















-  -  - 4  
Aβ肽的长度对 Aβ肽聚集的影响  
Snyder 等[19]通过体外实验研究表明 Aβ(1-42)肽的聚集要快于 Aβ(1-40)肽的聚
集，并且 Aβ(1-40)肽在一定浓度范围内能够延缓 Aβ(1-42)肽的聚集，其原因在于
Aβ(1-42)肽相对于 Aβ(1-40)肽在羧基端多出 2 个疏水性氨基酸，其疏水性增强，














现象。聚集现象有所差别：蒸馏水、ACN/TFA 中 Aβ 肽形成分子量较大的聚集
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1.2  氨基酸与 AD 病的关联 
1.2.1  氨基酸神经递质与神经系统疾病 
    由于天然血脑屏障的存在，脑脊液(cerebrospinal fluid, CSF)中 aa 神经递质主
要来自于脑组织，在某种程度上 CSF 中 aa 神经递质可以反映中枢神经系统
(central nervous system, CNS)中 aa 神经递质的生成、释放和分解代谢的状况，因
而在临床医学研究中可以通过分析 CSF 中的 aa，了解 CNS 正常及病理状况下 aa
的变化规律，从而为临床上疾病的诊断和治疗提供指导[38]。兴奋性氨基酸(Eaas；
如 Glu 和 Asp)和抑制性氨基酸(Laas；如 GABA 和 Gly)是中枢神经系统重要的氨
基酸(amino acid, aa)神经递质。正常情况下 Eaas 主要储存与突触前膜神经元末梢
内，依赖 Ca2+通道释放于突触间隙，作用于突出后膜的 Eaa 受体(EaaR，分为
NMDA 受体和非 NMDA 受体)，完成兴奋性突触传递及其它生理作用。突触间
隙中的 Eaas 一部分在酶的作用下被灭活，另一部分被神经元细胞和胶质细胞膜
上的 Eaa 转运体(EaaT)摄回而被灭活。当 EaaT 出现功能缺陷时，不能及时将突











中的 Glu 升高，Asp 降低；而有些报道则显示 Asp 是升高，Glu 是降低的；但对
于 GABA 的报道是一致的，认为癫痫发病过程中，CSF 中 GABA 降低[45, 46]，Tekgul
等[47]在对经促肾上腺皮质激素(ACTH)治疗前后婴儿脑痉挛症患者CSF中 aa的变
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